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造血幹細胞 he m opoietic ste m c e11 が骨髄 の み な
ら ず 末 梢 血 中 に も , 所 謂 , Cir c ulating c olo ny
fo r ming c ell(circ ulating C F C)と し て い く ら か 存
在す る こ と は以 前 か ら良く 知 られ て い た1 日 . そ し て ,
主に , 骨髄 の 損傷か ら の 回復期に 一 致 して 末梢血中に
多く 出現 す る こ と よ り , それ は , 骨 髄の 増殖状態 を 一
部反映し て い るも の と考え られ て きた5卜 7} . し か し , そ
の 起源 や役割 に つ い て の 明確 な 説明は未 だ為さ れ て い
な い . ま た , 最近 , 臍帯血や新生児斯の 末梢血 に も造
血幹細胞が存在 し , しか も , そ の 数 は骨髄 に匹敵す る
程で あ る事が 知 られ る様に な っ た8 卜 1 0). 新生児末梢血
中の 幹細胞 は , 生后 7 日目位 ま で に 急速 に 減 少 して い
く も の の , そ の 存在の 生理学的意味 は重要と思わ れ る .
一 方 , マ ウ ス を 用 い た 実験 で は , 成 人 マ ウ ス で 正 常
状態 で も末梢血中 に 多能性幹細胞 Colo ny Fo r ming
Unitin Sple e n(C F U- S)が存在 し1 1l, 骨髄 の 局所的
な損傷の 際 に , そ の 修復に あ た る こ と が観察 され て い
る1 2}
, ま た ,胎児 期か ら新生児期 の マ ウ ス の 末梢血中 に
も
,
や はり 造血幹細胞が存在 し て い るが
,
それ は造血
組織の o ntoge ny の 立 場か ら . 造血部位 の 移行を示す
一 つ の 過 程と 考え られ て い る . つ ま り ste m c ellの 最
初の 起源 は卵黄嚢 で あ り , さ ら に 肝臓 , 骨髄と 造血部
位が変化す る に つ れ て , 流血 中に 出現 し , ま た , そ の
部位 に 応 じた 分化 ･ 増殖をす る と さ れて い る1 3). 新 生
児 マ ウ ス の 末梢血中に 存在す る ste m c e11 は肝臓に 由
来 し , 骨髄に 定着 し つ つ あ る Ste m C ell との 報告も な
さ れ て い る1 4】.
こ の 様な事実よ り , ヒ ト臍帯血 , あ る い は新生児末
梢血中に 存在する幹細胞 は , 成人 の 末梢血中に 出現 す
る もの と は臭 っ て お り , その 性質を 検討す る こ と は ,
C ha ra cteriz ation of He m opoietic Ste m
胎生末期 か ら新生児期の 造血能を考え る上 で も重要で
あ る と考 え る . 本研究で は , 臍帯血 , お よ び新生児末
梢血中の 顆粒球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ 系前駆細胞 Colo ny
Fo r ming Unit in Cultu re(CF U⊥ C)の 性 質 を 種 々
の 面よ り検討 し , そ の 特徴 を明 らか に し た .
対 象 と 方 法
(1) 対象
健康新生児の 臍帯 より t ヘ パ リ ン 加試験管 に 無菌的
に採取 し た臍帯血(Cord Blo od, C B)を 用い た . 生后
3 日目 , お よ び 7 日日の 静脈血は ど リル ビ ン 検 査時 に
合わ せ 約 1mエの 採血 を行 っ た . 対願 と した骨髄 は穿刺
の 結果 , 血液学的に 病的細胞を認 め なか っ た も の を用
い た . 成人末梢血は 25才か ら 30才の 健康男性 より 採
取 した . 採血は 全て ヘ パ リ ン を加え て 行 っ た .
(2) 臍帯血. 末梢血 , 骨髄単核球 の 分離
ヘ パ リ ン 加 臍 帯 血 4 容 に 5 % デ キス ト ラ ン
(De xtr an T 500, P ha r m a cia Fin eC hemic als) を 含
む リ ン 酸緩衝生理食塩水(P BS)1容を混合 し ,37 ℃で
30分静置 した . 得 られ た 上浦を Boyu m= 別の 方法 に 従
い Fic oll-Is opaque(Lymphopr ep. Nyega a rd & Co.
A /S Oslo 比婁1.07 7)に 書層 し ,400× g, 4 ℃で 30
分間遠心 し た . 中間層に 得 ら れ た単核細胞を , P B Sで
3 回洗 浄し た の ち . McCoy 5A 培 養 液 (Flo w
Labolatrie s)に 再浮遊 した . 新生児 お よ び成人末梢血,
骨髄穿刺液 は P B Sで , 適宜, 希釈し Fic o11-Is opaqu e
に 重層 し , 同様 に 単核細胞分画を得 た . ト リ パ ン 青色
素排泄試験 に よ る単核球の 生存率は い ず れ も 98 % 以
上 で あ っ た .
(3) C F U- C定量法
Cells(C F U- C)in Hu m a nCord Blo od. Yo shiki
Ue n o, Depa rtm ent of Pediatrics, Scho ol of Medicin e, Ka n aza w aUniv ersity.
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Pike & Robin s on の 二 重軟寒天法
1 6)
を , や や改変
し て
1 7)用 い た . 下層 に は ヒ ト 末梢血白血球0.5 × 10
6
ケ を 0.5 % agar , 20 % Fetal Calf Seru m (Flo w
Labolatrie s, F C S) 加McCoy 5A 培地 1mL中 に う え
込み , Colo ny Stim ulating Fa ctor(C S F)と し た ･
上 層に は対象とす る単核細胞 1 × 10
5 ケ を , 0･32 %
aga r, 20% F C S加 McCoy 5 A 培地 1 m ほ う め こ
み , 37 ℃, 5 % C O2 下で 7 ～ 1 0 日間培養後 , 倒立顕
微鏡 に て C F U- C を算定 した , 40 ケ以上の 細胞集落
を コ ロ ニ ー , 10～ 39ケ の もの を ク ラ ス タ ー と し た .
(4) 瞑帯血CFU - C の do s e r e spo n s e c u rv e
上 層 に う め こ む単核細胞数 を 0. 25 ～ 4 × 10
6 ま で
段階的 に 増加 し , コ ロ ニ ー 数 と の 関係を み た . 単核細
胞 は未処理 の 場合 と , Mess n e rら
1 8)の 方法 に 準 じて プ
ラ ス チ ッ ク プ レ ー ト内 で 前処理 し , 付着細胞 を除 い て
得 ら れ て 非 付着 細 胞 分 画 (n on -ad he re nt c ell
fractio n) の 両者 に つ い て 実施 した .
(5) 肪帯血 C F U- C の gr o wth c u r v e
C F U- C の 算定 を , 培 養開始後 , 1 日目 より 毎 日 ,
行 う こ と に よ り Fr O Wthc u r v eを 得 た . 同時 に 後 に 述
べ る二重染色 を施し , コ ロ ニ ー の 内容 に つ い て も検討
を 加え た .
(6) 臍帯血 , 新生児末梢血 お よび 成人末梢血 の
C F U- C 定量
(4), (5) の 実験結果 に 基 き ト 臍帯血 , 新生児末梢
血 より 分離 し た単核細胞の 1 × 10
5 ケ を上層 に う め こ
み , 10 日間培養後 コ ロ ニ ー 数 を算定 した . ま た成 人末
梢血 に つ い て は流血中に あ る C F U
- C が少 い た め 上
層 に は 1 × 108 ケを う め こ ん だ .
(7) 軟寒天コ ロ ニ ー ニ重 染色法
Yam & Li
19) の 二 重 染色 を応用 し軟寒天 コ ロ ニ ー
の 二重染色を行 っ た . 寒天 を 二 層 ご と, ス ラ イ ドグラ
ス 上 にうつ し, 口 紙を あて 水分 を吸い 取 り更に ド ライ
ヤ ー を あて寒天 を ス ライ ド グラ ス に 固着 させ た . 最初
に α - n aphtyl a c etate(Nakarai che mic als) を基質 と
して非特異的 エ ス テラ ー ゼ染色 を行い , 次 に Napb 也01
A S-D chloroa cbtate (Sigm a) と Fa stblue B Bsalt
(S igm a)を用 い て 二 重染色を施 し た . こ の 方法に より t
マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ
ー は 茶 , 顆粒球 コ ロ ニ ー は青 に
染色さ れ た .
(8) 3H - T hymidin e自殺実験 に よ る S 期 の 算
定
Is c o v eら
2 0)の 方法を 簡略化 して 用い た , 対象と す る
単核細胞 を m ethyl-3 H - thymidin e(2･OpCi/m
m ol, New En gla nd Nu cle a r, ;
3 H - T d R)
批 正i/mム存 在下 で 37 ℃, 20分 間前処 理 し た の ち
野
100FLg/ mL濃度 の C Old thymidin e(和光製薬)で 3回
洗浄 した . 細胞数 を再調整 し たの ち , CF U-C定量を
行 っ た . コ ン ト ロ
ー ル と し て
3 H - T d R を加 えず に ,
同様の 操 作を行 っ て C F U
- C を算定 した .S 期 の 比率
は次式 よ り算出さ れ る .
r S期 (% )=
3H ･T d R処 理 の C F U･C
9日-T d R非処理 の C F U-C
×100
(9) T hym opoietin の 臍帯血 C F U
- C の 細胞回
転 に 対す る効果
臍帯血単核細胞 を , 20 %牛胎児血清 (F C S) を 含む
McCoy 5 A培養液中 で thym opoietin , 10ng/ mL共
存下 t 37 ℃, 5 % C O2 ,24時間培養後 , 洗浄 し , 余分 の
thy m opoietin を除 い た の ち , (8) に 述 べ た 方 法 に
従 っ て ,3 H - thymi din e自殺実験 を行 い , S 期 の 比 率
を 算定 した . コ ン ト ロ ー ル に は P BS を添加し , 同時 に
24時間培養 した もの を 用 い た . 尚 ,thym opoietin は
G. Goldstein 博士 より 提供 さ れ た 標準品 を 用 い た .
(1 0) 密度勾配法 に よ る細胞分画
Dicke■ら2 1)の 方 法 に 従 っ た . Bo vin e Se r u m
A lbu min (Fr a ctio n V, S igm a)の 35 % W / V, Tris-
a min o m etha n buffe r(pH 7.2) 溶液を作成 し ,P BSに
て 25～ 17 %に 希釈 し , 各段階濃度溶液 と した . こ れ
を 25 % より順に , 静か に 遠心管 に 重層 して い き , 最上
層 に 約 1 × 10
7
ケ の 単核細胞 を浮遊 させ , 400× 臥 4
℃ , 30分間遠心 し た . 遠心 後 , 分離 され た そ れ ぞれ の
中間層 よ り , マ イ ク ロ ピペ ッ ト で 細胞 を採取 し , 比重
の 軽 い も の , す な わ ち 上の 方か ら順 に Fr ac tio n I か
ら Ⅴ と し, 細 胞数 , お よ び C FリーC の 測定を行 っ た ･
(11) 速度沈降法(Sta
- Put法)に よ る細胞分画
M ille r& P hillips22)の 方法に よ る速度沈降法細胞分
画装置(Jon e sScie ntific 杜: SP - 180)を使用 し た ･
gr adie nt溶液 に は 3 %, お よ び30 % F C S を用い た ･
沈降速度 S は, 次式に より 決定さ れ る .
s =そ･ ｣ ユ ー ･ gブ
(や … 細胞 の 比重 , P
′
… 液体媒体 の 比重 , 乃 ･ ‥ 液体媒
体 の 粘度 , g ･ ･ ･遠心 力 (1 × g) , r … 細胞の 半径)
っ ま り , 浮遊 細胞の 直径の 差 に よ り 沈降速度が異な
る こ と を利用 し , 細胞を 分画す る もの で あ る . こ の 方
法 に よ り得 ら れ た各分画 に つ き tCF U-C の 定量 や コ
ロ ニ ー 内容 の 検討 な どを行 っ た .
(12) 骨髄C F U- C との 比較, 検討
骨髄穿刺の 結果 , 血液学的 に異常 を 認 め な か っ た 5
臍帯血の He m opoie sis に 関す る研究
才か ら 11才 の 小児 の 骨髄単核細胞 を用い . 方法 (4)
よ り( 11)に 述 べ た も の と同様の 実験を行い . 臍帯 血,
あ る い は新生児期末梢血か ら得 られ た 結果と比較 , 対
照し た . そ の 成績 は , 臍帯血 C F U- C の 成績の 中で 述
べ る こ と と す る｡ 尚, C F U- C の 算定 . お よ び コ ロ ニ
ー の 細胞化学的検討は臍帯血 , 末梢血 , 骨髄 と も全て
培養開始後 . 10 日目に 行 っ た .
成 績
(l) 臍帯血 C F U-C の do s e- r e SpO n S e C u rV e
(図1)
付着細抱を除い た 分画 n o n - ad he r e nt c占11(N A
c ell) を未処 理 の 単核細 胞 u ns epa r ated cell(U S
c ell)の 両者に つ い て , 添加 し た細胞数 と形成 さ れ る
C F U- C数 の 関係 を 示し た . 両群 と も, そ の 関係は 原
点を通 る直線 を措 き , 添加細胞数が 2 × 1 05 ま で は , ほ
ぼ直線的に 増加 す る が , 細胞数が 4 × 105 に な る と ,
U Scell分画で は逆 に CF U- C 数 の 減少が 見 られ た .
～ 方 , N Ac ell分画 で は , こ の 様 な C F U- C 数の 減少
は観察さ れ ず, 除 か れ た付着細胞が C F U- C の 増 殖
に 何 らか の 影響 を与 え て い る こ と が 示唆さ れ た2 3). こ
の 結果よ り t 以後 の 実験 に お い て , 臍帯血 C F U- C
は , 未処理 の 単核細胞 を用 い , 細胞数 は 1 × 1 05 と して
定量 し た . dose- r e SPO n S e C u r V eは骨髄 で も添加細胞
数 , 1 ～ 2 × 105 で プ ラ ト ー とな り , そ れ 以 上 , 細 胞数
を増や し て も , CF U - C 数 は増加せず , む しろ 減少し
て い く . 付着細胞 (骨髄で は主 に マ ク ロ フ ァ ー ジ で あ



















Fig. 1. D os e-r eSPO n Se Cu r V efbr C F U-C 丘o m c o rd
blo od. Eachpointrepr ese nts m e anwi thstanda rd
deviatio n of c olo ny-fo m mg c ens 丘o m u n sepa-
rated fa ctio n(○) and n o n- adher ent c e皿仕a ctio n
(●). Data n o r maliz edto per c entage ofle v elwith
m a xim u mfiequ e n cy of C F U- C 丘om･u n S ePaJ ated
Cem 肋ctio n. (n =3)
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が 観察さ れ て お り , 付着細胞 . お そ らく マ ク ロ フ ァ ー
ジの in vitr oで の 効果 は骨髄と臍帯血で は ぼ 同 じ と
考え られ た .
( 2 ) 臍帯血C F U- C の gr o wth c u r ve( 図2A.
B)
図2A に 示 した 通り , コ ロ ニ ー 数は培養開始后 . ほ ぼ
直線的に 増加 し , 14 日目 に 最大値と なり , 以後 , 減少
し て い っ た . 骨髄単核細胞 より 形成さ れ る コ ロ ニ ー は .
7 日か ら1 0 日目に す で に プ ラ ト ー に 達 して お り , 臍帯
血 C F U- C の 発育は骨髄 C F U- C に 比 し 遅 い こ と
が 分か っ た . 一 方 , ク ラ ス タ ー は . それ より 早く , 培
養 8 日､目 に 最大値を と る こ とか ら . コ ロ ニ ー 形成細胞
と ク ラ ス タ ー 形成細胞は質的に 異 っ て い る と考え られ
た . ま た , 二 重染色に よ り マ ク ロ フ ァ 岬 ジ コ ロ ニ ー 形
成 細胞 m a c r ophage c olo ny･forming c e11 (M-
C F C) と, 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 gr a n ulocyte
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days
Fig. 2. A. Gr o wth cu rvefor C F U- C fr o m co rd
blo od. Ea ch point工epre Se ntS m e a nwi th S.D. of
COlony (○) and clu ste r(◎) fro m 7 n e o n ates.
B . Gro wth cu Ⅳ efbr subpopuh tio n s ofC F U- C,
m acr ophage (○) and gran ulocyte (△) c olony.
Data sho w sthe peIC e ntage Ofthese subpopula一
也o n s o n e a¢bpoints.
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gr owthcu r veを 描く と明 き らか に 両者の 発育 パ タ ー
ン に 差が 見られ , 臍帯血 C F U- C の 発育曲線 が 骨髄
C F U-C の そ れ より 遅れ る こ と は M - C F Cの 発 育
パ タ ー ン に 支配 さ れ て い る た め と思 わ れ た . (図2B)
(3) 臍帯血 , 新生児末梢血 お よ び 正常成人末梢血
中の C F U- C定量 (図 3)
臍帯血 C F U- C は単核細胞 1 × 1 05 あ た り . 3か ら
208 と か な りの パ ラ ツ キ を示 し . 平均 .93.4 ± 57,8で
あ っ た . 新生児末梢血 C F U- C は 3 日目 が 29.8 ±
16.4, 7 日目が 7.0 ± 7. 2 と急速 に 減少 して い る こ と
が 分か っ た . 正常成人末梢血 で は , 添加細胞数 を 1 ×
盲萱草鼻毒芸
Fig. 3. Nu mber of C F U- C in cultures 蝕o m co rd
blo od 蝕o minfants 3 and 7 days old, and 血o m
a血止ts.
野
106 と し て C F U- C を算定 した が , 11.2 ± 1 0.2で あ
っ た . 図 3 で は 成人末梢血の 値 は細胞数1 × 1 05 あ た
り に 換 算し て プ ロ ッ ト した ノト児 の 正常骨髄で は ,1 ×
105 単核細胞 あ たり , 141.2 ± 36.1の C F U- C が形成
され , 臍帯血 CFU - C は平均で は , や や 少 い も の の ,
骨髄 に 匹敵す る C F U- C を 保持 して い るもの も 認 め
られ た .
(4) 各種 C F U- C の コ ロ ニ ー 内容 の 検討(表1 )
臍帯血 , 末梢血お よ び骨髄 より 形成 され た コ ロ ニ ー
に 対 し , 二 重染色を行 い , マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー .
顆粒球 コ ロ ニ ー , 混合 コ ロ ニ ー (二 種類 の 細胞 より 形
成 さ れ る もの) の 三 者 に 分類 し , そ の 百分率 を示 し た .
朕帯血 お よ び新生児期末梢血 で は , い ず れ も マ ク ロ フ
ァ
ー ジ コ ロ ニ ー が 70 %前後 と多数 を占め て い る の に
対し ,成 人末梢血 で は逆 に 顆粒球 コ ロ ニ ー が 80 % 以上
を 占め て い た . 正 常小児骨髄 C F U-C で は顆粒球 コ
ロ ニ ー の 占め る比率 は 88.3 ± 6.2 % と顆粒球 コ ロ ニ
ー が極 め て 優位 で あ り , こ の 優位性が成人の 末梢血 に
は反映さ れ て い る こ と も考 え ら れ た .
(5) 臍帯血C F U- C の C e11cycling の 検討( 表2 )
3H ニー thymidin e自殺実験 に よ り 算 出 し た 臍帯血
C F U- C.の S 期の 比 率 は 19.2 ± 3.8 % で あ り , 骨髄
C F U- C の 30.0 ±7.7 % に比較 し , 低値 で あ っ た .
表に は示 さ なか っ た が , M - CF C お よ び G･C F Cに 区
別 し , S 期 の 比率 を算出す る と , M - C F C は 16.7 ±
3.3% t G - C F C は27.2 ± 5.4 % と なり , 臍 帯 血
C F U- C の S 期 の 比 率 が低値 で あ る の は , マ ク ロ フ
ァ
ー ジ コ ロ ニ ー の 優位性 と 合わ せ , M - C F Cの C e11
CyCling state を反映 し て い る と考 え ら れ た .
( 6 ) T hym opoietin の C ellcycle に 対す る 効果
( 表3)
新生児期 の 造血能 に 胸腺 , あ る い は 胸腺因子が強く
関与す る と い う 事実 24 卜 26)よ り , 胸腺因子の 一 つ で あ る
Tablel. Diffe r entiatioIl OfCFU-C in c ulture sfro m c ord blo od,infa nts3 a nd 7 days old, a nd
adults. Cha r a cte riz atio n of C F U-C w a sdeter mind bydo uble staining m ethodfor e sterase
a ctivityo nlO days c ultu r e. Data repr e se nts m e a nper c e ntage with S. D.
SO u r C e
of C FU-C
m a c r ophage
c olonv























■ 3days,7 days; pe riphe r alblo od fr o m3(n = 5)a nd7(n = 3)days old infa nts･
…
adult p･ b･ ;
peripheral bloodfr o m5n or m aladults.
臍帯血の He m opoie sis に 関す る研究
th ymOpOietin
2 7)
を 用 い て , 臍帯血 C F Ud C の 細胞回
転 に 対す る効果 を 検討 した . そ の 結 果t 表3 に 示す 如
く . 10ng/ mLO) thym opoietin の 添加 に よ り . 骨 髄
C F U- C で は全く 変化が な い に も か か わ らず 臍帯血
C F U, C で は有意の S 期の 比率 の 増加 が お こ り . か
っ C F U- C 数の 減少を伴 っ た .
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(7) 密度勾配法に よ る細胞分画( 表4)
臍帯血 C F U- C は, 骨髄 C F U- C と同 じ分画す な
わ ち Fra ctio nⅢ に 最 も多 く分布 し たが . Fractio n
I , Ⅲ に も , そ れ ぞ れ 15 %前後分布 して お り . 臍帯
血中に は , あ る程度比重の 異な る C F ロー C が存在 し
て い る と 考え られ た .
Table2･ Pr opo rtio n of CFU･Cin S phas ein c ellcyclingdeter mind by 3H･th ymidin e suicide
m ethod. Ea ch experim e ntrepres e nts m e a nC F U-C n u mber s withS.D.in c ultu r es with or
without3H ･T d R.
Expe rim e nt Witho ut3H ･Td R
























# T he pe r c entage ofS pha s einbo n e m a rr o wC F U-C w a s30.0±7.7(m e a n±S. D.)
Table3･ Effectofth ymOpOietin o nthe c ellcycling of C FU-Cin hu m a n c o rd blo oda nd bo n e m a rr o w.
M ononu cle a r c ells w er epr etr e atm e ntwiththym opoietin for24 ho u rs, W a Shed a ndc ultu r ed an addi･
tionallO daysfo r m e a su r e m entof C F U･C･ T he perc e ntage of C F U-C in Spha se w asdeter mind by3H-T d Rsuicide m ethod befo re a nd afte rtr eatm ent withth ym OpOietin .
Cord blo od Bo n e m a rr o w
Tr e atm e nt
青慧1£≡詣
*
% of Spha s e 諾崇慧訂 % ofS pha se





(N S) (N S)
*
m e a n±S･D･(n = 5) 榊 m e a n±S.D.(n =3) N S;n OtSigni丘c a nt
Table 4･ Distributio n of C F U-C bythe v ario u s albu min c o n c e ntr atio n s ofthegr adie nt. T he
n u mber ofc e11s c o11e cted fro m e a chfra ctio n s w a s c o u nted a nd prepar ed fo r m ea s u re m ent
Of C F U-C･ Data sho ws m e an perc e ntage of m o n o n u cle a r c ells a nd C F U-C n u rnber s separ-
ated byde n sity gradie nt with S.D.(n = 4)
Fr a ctio n
De n slty ra nge





















(8) 速度沈降法(Sta - Put法) に よ る細抱分画
( 図4 A, B, 図 5, 表5)
速度沈降法 に よ る分画 に もと づ き t 図 4A に 浮 遊 し
た 全細胞の 分布状態 を示 した . 図 4Bで は , 各分 画毎
に , 顆粒球 , 単軌 リ ン パ 球を 分類 し , そ の 分布 を ,
そ れ ぞ れ が 占め る パ ー セ ン ト で 表 わ した が , 沈 降速度
の 大 な る方 より , 顆粒球 t 単球 , リ ン パ 球の 順に , 比
較的明瞭 に 分画さ れ て い た . ま た . 各 分 画 に つ い て
C F U- C の 定量を 行 い , そ の 分布 を図 5 に 示 した . 形
成さ れ た コ ロ ニ 岬 は , 全て 二 重染色 を施 し , Total, M
- CF C お よ び G
- CF Cに 区別 し て 検討 し た が , い ず
れ も , 7.2m m/hr に 同 一 か つ 単
一 の ピ ー ク を 持 っ て い
た . こ の 数字 は , 同様 の 方法で 測定 し た骨髄 C F U
- C
の 沈降速度 7.4 mm/hr と ∴ 測定上の 誤 差を 考え る と有
意の 差を持 つ も の で は なか っ た ･ 次 に ･ 沈降速度 , 4m m
/ hr か ら14nm/ hr の 間 に つ い て , 各分画毎に M
~
c F C, G
- C F C, M ix ed C FCの 割 合を 表 5に 示し た ■ 沈
降速度が大 き く な る に つ れ て ･ G
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Fig. 4. D istributio n of hum an c o rd blo od m o
n o-
n uclear c e鮎 sepa rated byv elo city sedim e nta
tio n･
A. Abs ohte n u mber ofn u cle ated c ens re c o vered
per 丘a ctio n･ tl･ Mo rphology oft: euS aSP
C rC ent-
age ofa皿 c cuspe rfhctio n･ (●
- ●)Gr aJlulo cyte ･
(△ - △)Mo n o eyte, P - ○)Lympho cyte･
野
ず か で は あ るが 増加す る傾向を認 め た ･
考 察
胎生期 か ら新生 児期に か けて 流血中に 多数の 造血幹
細胞 が存在する こ と ば 早産児末梢血や
2 8)
, 臍 帯 血
8卜 1 0-
の コ ロ ニ ー 形成法の 検討 より 明き らか で あ る . しか し ,
こ の 時期 に 見 られ る 末梢血造血幹細胞 cir c ulating
C F Cの 性質 は , 本研究 で 明 き ら か に な っ た 如く成人末
梢瓜 あ る い は小 児骨髄中の 幹細胞 と は , か な り 異 っ
て お り , 従 っ て , その 生理 学的意味も成人の 場合と は
違 う こ と が 予想 され た .
Gidali ら1
1)は成人 マ ウ ス の Cir c ulating CF Cの 放
射線感受性 や細胞回転 の 検討 か ら , こ の 末梢血中に 存
在す る幹細胞 は t 骨髄幹細胞の 中で も , や や 分化し た
細胞 が末梢血中に 出て 来て い ると結論 して い る ･ ま た ,
マ ウ ス で も胎児期か ら新生児期 に か けて 多数の 幹細胞
が流血中 に存在す る こ とが 知 ら れ て い る が , Mo o r e
ら











F短. 5. p∫0丘1es oftot山, m a Cr Opbag¢ 狐 d 許 弧 ロ
ー
lo cyte c olo ny- fo rm 1ngCenS SePar ated byv elo city
sedim e ntation in lO days cultu re･ Data n o rm alr
iz ed to pe rcentageS Of le v els in 丘a ctio n wi
th
m a xinlu mfrequ e n cy ofc olony
Lfbr ming ce山s･
臍帯血0)He m opoie sis に 関す る研究
末梢血中に 見られ る幹細胞は胎児期の 肝臓由来で あ ろ
う と述 べ て い る .
し か し . ヒ ト の 早産児 , あ る い は臍帯血を含め て 新
生児末梢血中 に 存在す る幹細胞が , や はり 肝臓 か ら骨
髄 へ の 造血部位の 移行 を示し て い る と す る に は 問題 が
あ る . 今回 , 著者の 行 っ た 実験 に お い て 得ら れ た臍帯
血 CF U-C の 性状 を正 常児骨髄 C F U- C の 成 績 と
比較 し た も の を ま と めて 表6に 示 した . 結果的に 密度
勾配法 に よ る C F U- C の 分布 . 速 度沈 降法 (Sta -
Put法) に よ る C F U-C の 沈降速度に 殆 ど差は 見 ら
れ な か っ た . つ まり 臍帯血中お よ び 小児骨髄の コ
L
ロ ニ
ー 形成細胞 の 直径や比重に 有意の 差は な い こ と が分か
っ た . 一 方 , 臍帯血 C F U- C の 成 長曲線の ピ ー ク は
14 日目 で , 骨髄 C F U- C の 10 日に 比 べ て 遅 く , その
S 期の 比率 も明 き らか に 骨髄に 比 し , 低値 で あ っ た .
こ の 原因 は二 重染色 に よる コ ロ ニ ー 内容の 検討 か ら ,
肪帯血 CFU - C が M - C F C優位性を持ち , 主 に M
- CF Cの 性質を 反映 して い る た め と 考え ら れ た . この
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様に M - CF C が優位で あ る と い う事実 は t ま た , 臍帯
血 CF U- C が顆粒球 , マ ク ロ フ ァ ー ジ系前駆動細胞
の 中で も , 比較的分化 した状態 に あ る こ とを 示す もの
で あり . 全体 と して も . そ の s elf- r en e W alの 能力は弱
い と考 え ざ る を得 な い . M - C F C が G- C F C より ,
さ ら に 分化 し た幹細胞で あ る と い う こ と は , M etcal f
ら の 行 っ た single c elltra n sfe r study2 9)や , 最近 で
は , T hy -1抗原の 量が 多 い は ど未熟で あ る こ と を利
用 し て , Flu o r e s c e n c e- Activ ated Cell So rte r
(F A CS)に よ っ て 分離 した 細胞の 詳細な検討 か ら も明
き ら か で あ る
3 0)
. しか し .肪帯血中の C F U- C が真 に ,
や や分 化し た造血幹細胞で あ る こ と を証明する に は今
後 , in vitr o の 培養系で あ る こ と の 影響3 1や , 用 い た
コ ロ ニ ー 刺激因子 な ど の 性質も考慮 して い く必要が あ
る と思 わ れ る3 2 舶 )
と こ ろ で , 成績 ( 表3) に 示し た よう に , 著者 は ,
胸腺因子 の 一 つ で あ る thym opoietin が臍 帯血 CF U
- C の S 期の 比 率 を平均 17.4 % か ら32.9 % と著明
Table 5. Distributio n of C F U-Cs ubpopulatio n s, Ea ch fr a ctio n sepa r ated by v elo city sedi-
m entatio nfr o m4to14 m m/hr w as c o11e cted a ndc ultu red. Cha r a cte riz atio n of CF U･C w as
dete r mind bydo uble staining m ethod fo r e ster a s e a ctivity.









%in vitro c ol nie s







*M ; Ma cropha s e
* *
G;Gran ulo cyte
Table 6. Co mpa riso n ofchar a cte ristic s of C F U･C betw e en c o rd blo od a nd bo n e m ar ro w
Co rd blo od Bo n e m a rr o w
C F U-C C F U･C
C F U-C/1×105 c ells
Colo ny siz e
Do min a ntc olo ny
% C F U-C in S
Sedim e ntatio n v elo city(m m/hr)














に 増加 させ る こ と を観察 し た ■ こ れ に よ り , 臍 帯 血
C FU N C は骨髄 C FU - C と は明き ら か に 異 な り ･
thy m opoietin が その C F U
- C の 増殖 を引 き お こ し
易 い 状 態 に あ る こ と が 示 唆 さ れ た ･ ま た
thym opoietin と前処理 す る こ と に よ っ て 観 察 さ れ
た , こ の 臍稀血 C F U
- C の S期 の 比率 の 増加 は ,C F U
- C の 数 の 減少 を伴 っ て い た が . こ の 減少 に よ る コ ロ
ニ ー 内容 の 変化 は見 られ なか っ た
3 4)
･
最後 に , 特殊な病態 と し て , 若年型慢性骨髄白血病
の 末梢血 より 形成さ れ る コ ロ ニ
ー は マ ク ロ フ ァ ー ジ コ
ロ ニ ー 優位 で あ る こ と が 知 られ て い る
3 5}
. 著者の 経 験
で は骨髄 で も , そ の C F ロー C の 約60 % がマ ク ロ プ ァ
_ ジ コ ロ ニ ー を形 成し て い た . 若年型慢性骨髄性白血
病 で は , こ の こ とが 著明な m o n o cytosis を もた ら し
て お り m yelo m on o cyticle uke mie との 異 同 が 問題
に され て い る が t病態 と して 掛 ､胎児性 を有 し て おり ･
c F U- C に お け る マ ク ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ ー の 優 位 性
も. 本研究で明き らか に な っ た臍帯血 C F ロ
ー C の 特
徴 に 煉似 し て い る こ と は興味深 い
結 論
肪帯血中に は多数 の 造血幹細胞 が存在す る が ･ そ の
性質 の 特異性を明き らか に す る た め に in vitr o
コ ロ
ニ
ー 形成法 を用 い , 臍帯血中の C F U
- C に対 し種 々
の 検討 を 加え , 以 下の 結論を 得た ･
1, 臍帯血 C F ロー
ー
C は 1× 105単核細胞 あ た り ･
93.4 ± 57.8で あ り , 骨髄 に比 し や や低値 で あ っ た ･ 新
生 児期末横血中の C F U- C数 は生后 , 急速に 減少 し,
7 日目 に は成人末梢血の 値に 近く な っ た ･
2. 形 成さ れ る コ ロ ニ ー の 内容 は 一 骨髄 と大 き く異
なり , 臍帯 血で は M - CF C が優位 で あ り ･ C Olo ny
size の 大 き い こ とや , S 期 に あ る 比率が低 い な どの 臍
帯血 CF U- C の 特徴は , こ の M
- C F Cの 性 質を 反映
して い る も の で あ っ た . ま た , こ の 特徴 は新生児期末
梢血の C F U- C に 引 き継が れ て い た ･
3. 一 方 , 臍帯血 C F U- C の 密度勾配法 に よ る ピ
､
- ク . あ る い は Sta
- Put法 に よ っ て 測定し た 沈降速
度 は正常小児骨髄 C F U- C と 同程度で あ り . そ の 比
重や 直径 に 大 き な差の な い こ と を 示 し た ･
4. 骨髄 C F UM C に 比較 し低 い ,臍帯血 C F U
- C
の S 期 の 比 率 を , 胸 腺 因 子 の 一 つ で あ る
thym opoietin が 有意 に 増加 さ せ た が t 骨 髄 C FU
-
C に おい て は全く こ の 様な現象 は見 られ ず , 臍 帯血中
の 造血幹細胞 は胸臍因子 の 影響を受け易 い 状態 に あ る
と考え られ た .
こ れ らの 結 果よ り臍帯血中 に 存在す る造血幹細胞
野
(CF U - C)は , 正常′ト児骨髄 C FU
- C と は か な り臭
っ た態度 を 示 し , そ れ は胎児期か ら新生児期 に お ける
造血の 特異性を表す もの と考 え られ たが t そ の 生理 的
意義の 解明 は今后 の 課題 で あ ろ う ･
稿 を終 え る に 臨み , 御指導 ･ 御校閲下 さ
い ま した 恩師谷口
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い
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A bs血 Ct
Inthis work,S Om ePrOpeirties of t he he mopoietic ste m c ells(C F U-C)in hu m an C Ord blo od and
Peripheral blo od of neo nates were c ompar ed with those in bone m arro w c ells fto m children
Wit hout a ny hem atological abno r malities. M on onuclear ce皿s s epar ated 鉦o m co rd blo od, Pe-
riphe ral blo od and bone m arrow were c ultured in do uble layer se miso止d agar gel uslng hu m an
Peripher al leuko cytesin feederlaye ra s acolony -Stim ulatingfactor. A fterinc ubation forl O-1 4
days, C Olo nies co ntain ing4 00r m O r eCells we r esc o red .
1. T he gran ulo cyte/m acr ophage c oloniesin cord blo od began tO aP Pearin 3･4 days of culture.
The n u mbe r a nd siz e ofcolo nie sincr e a s edgr adu a皿y u ntilO-1 4 days ofc ultu r e. T he nu mbe rof
COlo nies h co rd blo od w as9 4･3 ±5 7･8(M ean ± 1 S･D ･)pe rlO
S
m o n?nu Clea rcens, W hich w as
slightly le s st ha n that in bone m ar r OW (1 4 1.2 ±36.1/1 05 cells). The nu mber of colo nies,in
Pe riphe r al blo od dec r e ased pro mptlylafte rbirtha nd alm ost disap pe ared by 7 days of life .
2
.
Mo st colonies in co rd blo od belo nged to the m acr ophage colo nies(6 0.0 ±4.6%)thatw ere
ide ntified by t he double st aining fo r estera seactivity, Whereast hbse in bon e m am o wlargely
belo nged to gr a nolocyte colonies(8 8.3 土6.2%). T he growth cu rve, C Olony siヱe and tu m ove r
State Of C F U- C in c o rd blood differed to so m e extent ffo m those in bone maro w . T hese
diffe r e n c es s e emed
,
in pa rt, tO reSult fro m t he domin ancy of m acr ophage c olonieschara cterizing
C F U- C in co rd blood.
3 . Ce11s eparation e xperim ents wit h t he v elo city sedim entatio n andthe den sity gradie nt m ethods
in dic ated n o diffe ren c e sin the cellsiz e a nd t he spe cific gravi ty of C F tJ- C betwe en c ord b lood
and bon e marr o w.
4 . T he c en cycling rate of C F U { inc o rd blood w a s re m ark blylo w e rt ha nthat in bon em ar ro w
a sjudged by relativ epr opo rtio n of C F U-C in S phas e which w asdete r min ed by 3H-thymidin e
killing te chnique in vitro. Ho wev e r, thetr eatm e nt with thym opoietin, a k in dof thym ushu m o r-
al fa ctors
,
inc r e a s ed the per centage of C F U-C in SJPha sein c o rd blo od to giv e rise to ale v el
CO mPa r able withthat in bon e m ar r ow . In c o ntr ast,thym opoietin show ed n o ap pr eciable effe ct
O nt he c en cycling r ate of C F U-C in bon e m a rr o w. T hu s,itw as suggested that the hem opoietic
Ste m C ells in cord blood migh t ha v e a u n lqu ePrOpertybeingtrig ge red into c ellcycling unde rthe
indu ctiv einflu e n c e of thym opoietin .
From these r es ults
,
it w as clari 鮎 d that the he mopoietic ste m cels(C F U-C)in c o rd blo od
W ere diffe re nt in s om e aspe cts from t ho s ein bo n e m a rr o w･ How e v er,furthe rw orksare requir ed
to elu cidate the pr e cise physiological a nd fun ctio nal signific a n c eof C F U- C in the peripheral
blo od in hu m an n e o n ate s.
